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DISPOSITIF D' AMPLIFICATION DE CELLULES HEMATOPOIETIQUES ET SES APPLICATIONS. 



_ Dispositif de culture cellulaire ou bioreacteur adapte a 
la culture de cellules hematopoietiques ainsi que ses appli- 
cations. 

Ce dispositif comprend une chambre de culture cellulai- 
re (X),delirnitee par une enceinte et dans laquelle les cellu- 
les a amplifier sont confinees; ce dispositif est caracterise: 

* en ce que ladite chambre de culture comprend une pa- 
roi interieure constitute par un tamis micronique (M^ qui 
presente un diametre de pores compris entre 0, 1 et 2 Mm, 
et constitue au moins la paroi interieure aval de la chambre 
de culture cellulaire, 

- en ce qu'elle inclut un ensemble de capillaires (C) a pa- 
roi permeable aux gaz, et 

* en ce que ladite chambre de culture comporte, en 
outre: 

- un collecteur d'entree (1 3) de milieu de culture qui coo- 
pere avec des moyens d'apport du milieu de culture frais 
(R v . R n , 10, 10'), des moyens d'apport de differents fac- 
teurs de croissance et des moyens de regulation (Pv..P n ) 
dissocies et sequentiels des flux de milieu de culture frais et 
de facteurs de croissance, ledit moyen de regulation per- 
mettant d'obtenir un debit variable de milieu de culture com- 
pris entreO et 50 volumes-chambre/ jour et un collecteur de 
sortie (14) du milieu de culture, qui 0 et 50 volumes-cham- 



bre/ jour et un collecteur de sortie (1 4) du milieu de culture, 
qui cooperent avec des moyens de mise sous pression, ain- 
si que 

- des moyens d'ensemencement (X1, X2) des cellules 
a amplifier et 

- des moyens de collecte (X3) des cellules arnplifiees. 




BNSDOCID: <FR 2771421 A 1 _\_> 



2771421 



l 

La presente invention est relative a un dispositif de culture cellulaire 
ou bioreacteur adapte a la culture de cellules hematopoietiques (cellules sanguines, 
progeniteurs hematopoietiques et cellules souches) ainsi que ses applications : procede 
d'amplification de cellules hematopoietiques, en milieu sterile, appareil et kit de 
5 culture. 

Les cellules sanguines circulantes morphologiquement reconnais- 
sables incluent les erythrocytes, les granulocytes (neutrophiles, eosinophils et baso- 
phils), les differents lymphocytes et les plaquettes. Ces cellules matures derivent de 
cellules precurseurs : erythroblastes pour les erythrocytes, myeloblastes, promyelo- 
10 cytes, myelocytes et metamyelocytes pour les differents granulocytes et megakaryo- 
cytes pour les plaquettes. Les cellules precurseurs derivent elles-memes de cellules plus 
primitives : les cellules souches et les progeniteurs. 

Les cellules souches ont une capacite d'auto-renouvellement et 
d'auto-maintien etendue ; certaines des cellules souches se differencient selon les 
15 besoins, alors que d'autres s'auto-renouvellent pour maintenir un pool de cellules 
souches, apte a repondre a la demande. Ainsi, outre la possibility d'assurer leur renou- 
vellement, les cellules souches pluripotentes sont capables de differenciation en diffe- 
rentes lignees de progeniteurs qui presentent une capacite d'auto-renouvellement plus 
limitee. Ces progeniteurs, sont capables de proliferation et de differenciation sous la 
20 forme de cellules precurseurs reconnaissables morphologiquement. 

Les cellules souches et les progeniteurs constituent un tres faible 
pourcentage des cellules nucleees de la moelle osseuse, de la rate, du sang peripherique 
et du sang de cordon. 

La reconstitution du systeme hematopoi'etique, dans les pathologies 
25 oil une telle reconstitution est necessaire, est generalement realisee par transplantation 
de moelle osseuse. Dans une transplantation de moelle osseuse reussie, le sang, la 
moelle osseuse, la rate, le thymus et les autres organes de l'immunite du receveur sont 
renouvelees avec les cellules issues du donneur. 

Toutefois, la greffe de moelle osseuse presente les inconvenients des 
30 transplantations (reaction du greffon contre Phote, par exemple), qui sont sources de 
mortalite et de morbidite. 
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C'est pourquoi d' autre sources de cellules hematopoietiques et 
notamment de cellules souches ont ete recherchees. Toutefois, F utilisation directe aussi 
bien du sang peripherique que des cellules d'autres origines (cellules de foie foetal, sang 
de cordon), qui ont ete testes comme source de cellules souches, en vue d'une 
5 reconstitution hematopoietique, fournissent des resultats variables. En effet, la trans- 
plantation de cellules souches est limitee par plusieurs facteurs : les procedures 
d'obtention de cellules a partir de moelle osseuse sont fastidieuses et le nombre de 
cellules utiles obtenues est limite. En outre, la cinetique de regeneration des cellules 
sanguines matures apres transfusion n'est pas ideale. 
10 Aiin de pallier les inconvenients, induits par F utilisation de cellules de 

diverses origines, des methodes de manipulation ex vivo des cellules hematopoietiques 
ont ete proposees, qui s'inspirent des travaux realises dans le domaine des manipula- 
tions genetiques. 

Certaines conditions doivent etre respectees pour la production de 
15 cellules ; (1) il doit s'agir de cellules du sujet a traiter ou d'un donneur, qui sont 
capables de replication et de differentiation, quand necessaire et (2) Fon doit disposer 
d'un systeme ex vivo, adapte a la croissance des cellules concernees (materiaux 
d'adhesion des cellules, echange de milieu, oxygenation...). 

Des systemes de culture de cellules hematopoietiques ont deja ete 
20 proposes, par expansion des cellules souches ex vivo, dans des conditions qui ont ete 
elaborees au fil des ans (S.G. Emerson, Blood, 1996, 87, 3082-3088). 

A Fheure actuelle, il existe essentiellement deux grandes techniques : 
- les cultures a long terme conventionnelles de cellules selectionnees : 
on incube, par exemple, des cellules CD34 + avec une combinaison de cytokines a 
25 hautes doses {high dose cytokines ou HDC) ; toutefois ces cultures ne correspondent 
pas a une vraie expansion des cellules souches mais correspondent plutot a une diffe- 
renciation efficace de progeniteurs. En efFet, les cultures a long terme (CLT) doivent 
etre entretenues par une demi-depopulation du milieu et des cellules, une a deux fois 
par semaine ; une telle procedure limite la persistance des cellules souches hematopoYe- 
30 tiques. De tels systemes ne permettent pas de controler la tension d'oxygene, le pH et 
les metabolites. Lorsque les cytokines sont ajoutees regulierement, les problemes de 
depletion en facteurs nutritifs sont exacerbes, en raison notamment de Faugmentation 
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importante de la proliferation cellulaire. La limitation de la production des cellules 
hematopoietiques en culture est due, en partie, a des conditions d'entretien de la 
culture suboptimales. En effet, les progeniteurs hematopoietiques en CLT sont en 
cycle, uniquement pendant les un a trois jours qui suivent le renouvellement de tout ou 
5 partie du milieu, et restent dormants jusqu'au prochain entretien. Le retrait du milieu 
de culture affecte particulierement la fonction des cellules stromales (production de 
GM-CSF ou granulocyte-macrophage colony stimulating factor, Emerson G.S, 1996, 
precite), lors des changements de milieu. En outre, l'accumulation de cellules matures 
dans la culture entraine une augmentation de la production des inhibiteurs de prolifera- 
10 tion. L'augmentation du rythme de changement de milieu ameliore considerablement la 
productivity et la longevite de ce type de culture. Toutefois, de' telles cultures ont 
I'inconvenient majeur de ne pas permettre d'obtenir des densites cellulaires elevees. 

- les cultures en perfusion continue : il s'agit de systemes 
(bioreacteurs) qui developpent les cellules souches et les progeniteurs hematopoie- 
15 tiques, dans lesquels le milieu de culture frais est apporte en perfusion continue ; de tels 
systemes permettent ainsi un echange rapide du milieu, stimulent la fonction des 
cellules stromales et stimulent la production de GM-CSF. De telles cultures ont 
notamment ete decrites dans les publications au nom de M.R. Roller et al. {Blood, 
1993, 82, 2, 378-384 ;Exp. Hematoi, 1995, 23, 1275-1283). Les bioreacteurs utilises 
20 sont issus des technologies de culture de cellules animales et sont plutot concus pour 
recuperer les molecules synthetisees par les cellules. C'est le cas pour les systemes dits 
a fibres creuses tels que decrits dans les Demandes Endotronics EP 0 220 650, 
EP 0 480 400 et EP 0 537 551. De tels systemes sont peu adaptes a la culture des 
cellules elles-memes; en effet, dans ces systemes, le milieu nutritif, dans lequel 
25 l'oxygene est dissous, passe au travers de fibres creuses et perfuse a travers elles vers 
la zone de culture (espace entre les fibres), ce qui entraine un epuisement rapide de 
l'oxygene par rapport aux autres nutriments, lorsque les concentrations cellulaires sont 
elevees. 

En vue d'adapter les bioreacteurs a la culture des cellules, et notam- 
30 ment de rendre les cultures de cellules biologiques, et plus particulierement de cellules 
hematopoietiques, reproductibles, la Demande Internationale WO 96/40858 decrit un 
systeme de culture de cellules hematopoietiques qui comprend une chambre de culture 
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cellulaire delimitee par une paroi inferieure en plastique sur laquelle sont distributes les 
cellules a cultiver et une paroi superieure qui se presente sous la forme d'une 
membrane permeable aux gaz et impermeable aux liquides. Le milieu de culture frais 
est introduit dans cette chambre de culture, sous pression d'air et a debit determine 
5 (formation de bulles dans le milieu) ; I'oxygene et les autres gaz sont introduits dans la 
chambre par Fintermediaire de la paroi superieure (membrane), a partir d'une chambre 
de reception des gaz. 

Tant pour F inoculation des cellules que pour F introduction du milieu 
frais, le systeme est positionne sur un premier instrument de controle comportant une 

10 plate-forme de reception dudit systeme de culture, qui est soumis a une agitation, alors 
que pour la culture proprement dite (environ pendant deux semaines), le systeme, ega- 
lement soumis a une agitation sequentielle, est transfere sur un deuxieme instrument de 
controle (incubateur). Le systeme decrit dans cette Demande Internationale comprend 
en outre des moyens d'evacuation du milieu de culture use et des moyens de recupera- 

15 tion des cellules. 

Un tel systeme est mieux adapte a la culture de cellules hematopoie- 
tiques ; toutefois, il presente neanmoins un certain nombre d'inconvenients : 

- le milieu de culture est apporte sous pression d'air, qui est nefaste 
pour F amplification des cellules hematopoietiques (croissance faible des cellules) ; 

20 - la repartition des cellules par agitation n'est pas homogene et peut 

egalement nuire a la croissance ; 

- le transfert du systeme du premier instrument de controle vers le 
deuxieme instrument de controle (incubateur) alourdit la procedure ; 

- Foxygene, fourni par Fintermediaire de la paroi superieure de la 
25 chambre de culture (membrane), n'est pas reparti de maniere homogene dans toute la 

zone de culture ; et 

- le systeme n'est pas adapte a une optimisation des conditions de 
culture (combinaison optimale en facteurs de croissances, par exemple). 

D' autres systemes ont egalement ete decrit s pour F expansion de 
30 cellules therapeutiques ; en particulier, le Brevet US 5 622 857 decrit un bioreacteur 
comprenant une chambre de culture de cellules qui contient un faisceau central de 
fibres creuses poreuses pour le passage du milieu frais, dispose selon Faxe longitudinal 
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de la chambre et entoure d'un faisceau annulaire de fibres creuses permeables aux gaz ; 
ils ne permettent pas une repartition homogene des gaz et des reactifs dans P ensemble 
de la chambre de culture et peuvent entrainer un colmatage. 

En consequence, les Inventeurs se sont donnc pour but de pallier ces 
inconvenients en proposant un systeme, dans lequel ; 

- Tapport d'oxygene est controle de maniere independante de 
Papport de milieu nutritif, en continu et avec une repartition homogene sur toute la 
zone de culture et ce, en evitant tout contact avec Pair et toute formation de bulles 
dans la zone de culture ; et 

- il est possible de modifier les conditions de culture a tout moment, 
afin de maintenir des conditions optimales de croissance des cellules hematopoietiques. 

La presente invention a pour objet un dispositif de culture cellulaire 
ou bioreacteur pour P amplification en milieu sterile de cellules hematopoietiques, du 
type comprenant une chambre de culture cellulaire, delimitee par une enceinte et dans 
laquelle les cellules a amplifier sont confinees, lequel dispositif est caracterise : 

* en ce que ladite chambre de culture cellulaire comprend au moins 
une paroi interieure constitute par un tamis micronique assurant le confinement des 
cellules en suspension dans un milieu de culture liquide et permettant la sortie du milieu 
use, lequel tamis micronique presente un diametre de pores compris entre 0,1 et 2 )im, 
et constitue au moins la paroi interieure aval de la chambre de culture cellulaire, 

- en ce qu'elle inclut un ensemble de capillaires (C) a paroi permeable 
aux gaz, disposes a intervalle sensiblement egaux pour former un/plusieurs sous- 
ensembles a distribution homogene pour les echanges gazeux avec les cellules, et 

* en ce que ladite chambre de culture cellulaire comporte, en outre : 

- un collecteur d'entree de milieu de culture qui coopere avec des 
moyens d'apport du milieu de culture frais, des moyens d'apport de differents facteurs 
de croissance et des moyens de regulation (pompes, electrovannes, ...) dissocies et 
sequentiels des flux de milieu de culture frais et de facteurs de croissance, le moyen de 
regulation du flux de milieu frais permettant d'obtenir un debit variable de milieu de 
culture compris entre 0 et 50 volumes-chambre/jour et un collecteur de sortie du milieu 
de culture, qui cooperent avec des moyens de mise sous pression, ainsi que 

- des moyens d'ensemencement des cellules a amplifier et 
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- des moyens de collecte des cellules amplifiees. 

Selon un mode de realisation avantageux dudit dispositif, le dit milieu 
frais est apporte a la chambre de culture cellulaire par filtration frontale. 

Selon un autre mode de realisation avantageux dudit dispositif, le dit 
5 milieu de culture est apporte a la chambre de culture cellulaire par filtration tangen- 
tielle, au moyen d'une nappe de tubes (T) a paroi permeable au milieu de culture frais, 
rigides et de diametre compris entre 1 mm et 20 mm, montes en parallele entre ledit 
collecteur d'entree et ledit collecteur de sortie, lesdits tubes (T) etant montes dans un 
circuit en boucle fermee et parcourus chacun de bout en bout par un debit de milieu de 
10 culture frais plusieurs fois superieur a celui traversant sa paroi, pour maintenir une 
pression entrainant une perte de charge, lorsque le milieu de culture frais traverse les 
parois des tubes, superieur a 1 0 mbars. 

Selon une disposition avantageuse de ce mode de realisation, le debit 
du milieu parcourant chaque tube (T) correspond a une vitesse d'ecoulement, comprise 
15 entre 0,1 et 1 dm/s, qui garantit la filtration tangentielle du milieu frais a travers la paroi 
desdits tubes. 

Selon une modalite avantageuse de ce mode de realisation; 
T ensemble des capillaires (C) sont disposes a intervalle sensiblement egaux pour 
former, de Tun et/ou de Tautre cote de la nappe de tubes (T), un/plusieurs sous- 
20 ensembles. 

L'apport de milieu de culture par filtration tangentielle permet une 
bonne repartition du milieu dans la chambre de culture, sans stress hydrodynamique, 
particulierement nefaste pour ces cellules et egalement une bonne repartition des 
cellules en suspension dans 1'ensemble de la chambre de culture. 
25 Le dispositif selon la presente invention peut inclure des variantes 

relatives a la disposition des capillaires et des tamis microniques, telles que decrites 
dans le Brevet europeen EP 0 478 847. 

En particulier : 

- les sous-ensembles de capillaires peuvent etre simples et constituer 
30 une seule couche ; 

- lesdits sous-ensembles de capillaires peuvent etre eux-memes 
formes de plusieurs couches superposees de capillaires paralleles entre eux, les capil- 
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laires d'une couche regnant au droit des intervals entre capillars des deux couches 
adjacentes ; 

- Iesdits capillaires sont des tuyaux permeables aux gaz de diametre 
compris entre 0,5 et 5 millimetres, a paroi hydrophobe ; 

- ledit tamis micronique (M) recouvre au moins chaque face libre aval 
de I'ensemble des capillaires ; 

- les capillaires (C) peuvent etre orientes parallelement au plan de la 
nappe des tubes (T), peuvent etre parallels aux tubes (T) ou repartis dans 1'espace 
cellulaire libre entre les tubes (T) ; 

- la nappe de tubes (T) et I'ensemble ou sous-ensembles de capillaires 
(C) sont separes par un tamis micronique (M'j, M' 2 ) semblable au tamis micronique 
(M) formant la troisieme paroi dudit dispositif ;. 

- le dispositif peut constituer un module unilateral, comprenant un 
seul ensemble de capillaires (C) situe d'un cote de la nappe de tubes (T) et au moins un 
tamis micronique aval (ou de sortie) (M), un module bilateral ou symetrique, compre- 
nant au moins deux sous-ensembles de capillaires (C) s'etendant respectivement de 
chaque cote de la nappe de tubes (T) et au moins un tamis micronique aval (ou de 
sortie) (Ml, M2), recouvrant chaque sous-ensemble de capillaires (C) ou il comprend 
au moins deux modules symetriques superposes, avec suppression eventuelle des es- 
paces de sortie et tamis microniques intermediates ; 

- le dispositif peut aussi comprendre une enceinte (E) traversee par 
au moins deux nappes de tubes (T) et dont 1'espace entre les tubes (T) est empli de 
capillaires (C) paralleles auxdits tubes, entre deux tamis microniques (Mj, M 2 ) 
d'extremite. 

Un tel bioreacteur permet de controler Tapport d'oxygene de fa$on 
independante de Tapport de milieu de culture frais, en continu, avec une repartition 
homogene sur toute la zone de culture, grace au reseau de capillaires qui la parcourt. 
Une telle structure est particulierement bien adaptee a la culture de cellules hemato- 
poietiques, car elle se rapproche de la situation in vivo des capillaires sanguins. 

Selon un autre mode de realisation avantageux dudit bioreacteur, il 
inclut en outre un circuit en boucle fermee de recyclage du milieu use. 
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Un tel bioreacteur permet en outre d'apporter le milieu de culture 
frais et d'eliminer ou de recycler le milieu use en continu et de modifier le flux et la 
composition du milieu de culture, selon les besoins (optimisation des conditions de 
culture). 

5 Selon un autre mode de realisation dudit dispositif, il comprend en 

outre un systeme de mesure optique pour suivre en continu la densite cellulaire. 

Un tel bioreacteur est particulierement bien adapte a la mise en oeuvre 
d'un procede d'amplification de cellules hematopoietiques en milieu sterile qui 
comprend : 

10 - la separation des cellules hematopoietiques, notamment a partir de 

sang de cordon, de moelle osseuse ou de sang peripherique, 

- la mise en suspension desdites cellules dans un milieu de culture 
convenable, tel qu'un milieu IMDM (Jscove Modified Didbecco's Medium), (L Douay 
et al., Br. J. Haematol, 1994, 86, 475-482), pour obtenir 10 3 a 10 9 cellules hemato- 

15 poietiques/ml, 

- Tinjection de ladite suspension, a une vitesse n'endommageant pas 
lesdites cellules, dans un dispositif tel que defini ci-dessus, alimente simultanement avec 
des gaz convenables (O2 et CO2), un milieu de culture liquide frais et des facteurs de 
croissance, de maniere a ce que le debit de milieu de culture frais soit compris entre 0 

20 et 50 volumes-chambre/jour, de preference entre 0 et 6 volumes-chambre/jour et a ce 
que le flux de facteurs de croissance soit dissocie et sequentiel par rapport au flux de 
milieu de culture liquide frais, 

- la culture desdites cellules pendant 6 a 28 jours a 37°C en 
atmosphere enrichie en CO2 (enrichissement en CO2 compris entre 3,5 et 7,5 %) et 

25 appauvrie en O2 (appauvrissement de l'ordre de 5 a 20 %) et 

- la collecte (par exemple par chasse, par sedimentation ou par bascu- 
lernent du bioreacteur) des cellules en fin de culture. 

Des conditions de culture optimales des cellules hematopoietiques 
sont etudiees depuis plusieurs annees et ont fait Pobjet de publications (X. Drouet et 
30 al., Br. J. Haematol., 1989, 73, 143-147 ; L Douay et al., Br. J. Haematol., 1991, 79, 
27-32 ; L. Douay et al., Br. J. Haematol., 1994, 86, 475-482 ; A. Poloni et al, Nouv. 
Rev. Fr. Hematol., 1995, 37, 367-373) ; toutefois, il n'etait pas possible, jusqu'a 
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present de les mettre en oeuvre dans un precede reproductible et permettant d'obtenir 
. des densites cellulaires importantes, alors qu'une telle source de cellules hematopoie- 
tiques presente un interet dans toutes les applications de ces cellules, notamment les 
greffes, la production de types cellulaires particuliers...etc. 

La presente invention a egalement pour objet ('utilisation d'un 
bioreacteur comprenant une chambre de culture cellulaire delimitee par une enceinte et 
comprenant au moins une paroi interieure sous la forme d'un tamis micronique assurant 
le confinement des cellules en milieu liquide et permettant la sortie du milieu de culture 
use, lequel tamis micronique presente un diametre de pores compris entre 0,1 et 2 um 
et constitue au moins la paroi interieure aval de la chambre de culture cellulaire, qui 
inclut un ensemble de capillars (C) a paroi permeases aux gaz, disposes a intervalle 
sensiblement egaux pour former un/plusieurs sous-ensembles a distribution homogene 
pour les echanges gazeux avec les cellules, un collecteur d'entree de milieu de culture 
qui coopere avec des moyens d'apport du milieu de culture liquide frais, des moyens 
d'apport de differents facteurs de croissance et des moyens de regulation dissocies et 
sequentiels des flux de milieu de culture frais et de facteurs de croissance, le moyen de 
regulation du flux de milieu frais permettant d'obtenir un debit variable de milieu de 
culture compris entre 0 et 50 volumes-chambres/jour, de preference entre 0 et 6 
volumes-chambre/jour et un collecteur de sortie du milieu de culture, qui cooperent 
avec des moyens de mise sous pression, ainsi que des moyens d'ensemencement et des 
moyens de collecte des cellules, pour l'amplification en milieu sterile de cellules hema- 
topoietiques. 

La presente invention a egalement pour objet un kit de culture a 
usage unique pour l'amplification de cellules hematopoietiques en milieu sterile, carac- 
terise en ce qu'il comprend un dispositif tel que defini ci-dessus. 

La presente invention a, en outre, pour objet un appareil de culture 
pour l'amplification de cellules hematopoietiques, caracterise en ce qu'il comprend : 

- un dispositif, tel que defini ci-dessus, associe a des moyens de regu- 
lation des conditions de culture, 

- un systeme de controle-commande incluant des moyens de saisie et 
de stockage des donnees necessaires au controle dudit dispositif et notamment a la 
mise en service et a 1'arret des moyens d'apport de milieu de culture frais, des moyens 
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d'apport des different s facteurs de croissance et des moyens de regulation des flux, 
suivant une sequence predefinie et des moyens de regulation des conditions de culture 
(temperature, pH, teneur en 02, ...), 

- une enceinte thermostatee apte a recevoir ledit dispositif, et 

5 - des reservoirs de reactifs disposes, dans des conteneurs refrigeres 

(reservoir de milieu de culture frais et reservoirs de facteurs de croissance) ou non 
(reservoir de milieu de culture use et reservoir de collecte des cellules en fin de 
culture). 

Outre les dispositions qui precedent, Pinvention comprend encore 
10 d'autres dispositions, qui ressortiront de la description qui va suivre, qui se refere a des 
exemples de mise en oeuvre du procede objet de la presente invention ainsi qu'aux 
dessins annexes, dans lesquels : 

- les figures 1 et 2 representent des vues schematiques d'un appareil 
mettant en oeuvre un bioreacteur (BR) selon P invention, apte a la culture et a 

15 P amplification de cellules hematopo'ietiques ; 

- la figure 3 illustre P expansion cellulaire des cellules de sang de 
cordon decongelees mises en culture dans un bioreacteur selon P invention ; 

- la figure 4 illustre Pexpansion des differents compartiments apres 14 

jours de culture. 

20 II doit etre bien entendu, toutefois, que ces exemples sont donnes 

uniquement a titre d'illustration de Pobjet de Pinvention, dont ils ne constituent en 

aucune maniere une limitation. 

La figure 1 represente une vue schematique d'un appareil mettant en 

oeuvre un dispositif selon Pinvention (bioreacteur) apte a la culture et a P amplification 
25 de cellules hematopo'ietiques ; une chambre de culture cellulaire (X) est incluse dans 

une enceinte thermostatee (E) ; ladite chambre de culture cellulaire X, delimitee par 

une enceinte, comprend : 

. une premiere paroi interieure, situee a Pune des extremites de ladite 

chambre de culture cellulaire et constitute d'un premier tamis micronique M\ qui 

30 assure le confinement des cellules dans la chambre X mais permet le passage du milieu 
use a recuperer, au niveau du collecteur de sortie 14, 
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un ensemble de capillaires C qui assurent le passage des fluides 

gazeux, 

. une deuxieme paroi interieure, situee a I'extremite opposee de ladite 
chambre de culture cellulaire et constitute d'un second tamis micronique M 2) qui assure 
5 le confinement des cellules dans la chambre X, a l'autre extremite de ladite chambre et, 
eventuellement un deuxieme ensemble de capillaires C (non represente sur cette 
figure). 

Les moyens d'apport en milieu frais sont dissocies et comprennent 
plusieurs reservoirs (R,...R n ), situes dans un conteneur refrigere ; ils comprennent des 

10 reactifs differents, dont le debit d'entree dans la chambre de culture cellulaire X est 
modulable : les differents reservoirs sont relies entre eux par des tubulures 10' debou- 
chant dans une canalisation 10, et cooperent avec des moyens de regulation du debit 
desdits reactifs (pompes d'appoint en reactifs P,-P n ) ; | a canalisation 10 est reliee a un 
collecteur d'entree 13 des reactifs. 

15 Ledit bioreacteur comprend en outre des moyens d'injection X 2 

steriles des cellules hematopoietiques, relies a la chambre de culture cellulaire X par la 
tubulure X, et des moyens de collecte X 3 des cellules en fin de culture, relies a la 
chambre de culture cellulaire X par la tubulure X 4 , eventuellement associee a une 
pompe d'aspiration X$. 

20 Des conduits 12 de sortie du milieu use, debouchant en aval du tamis 

Mi permettent d'extraire ledit milieu use collecte, au niveau du collecteur 14. 

Des moyens d'entree Ge et de sortie Gs des fluides gazeux sont relies 
respectivement a un volume d'alimentation (R<) des capillaires C et un volume 
d'echappement (R<.) des capillaires. 
25 Dans la realisation illustree a la figure 1 : 

- les capillaires C sont, dans le meme pjan ; 

- en amont de l'entree gazeuse Ge, on peut trouver un filtre sterile ; 

- la chambre de culture cellulaire X est associee a un dispositif de 
regulation de la temperature, a des moyens d'injection des cellules hematopoietiques 

30 (X 2 , X,) et a des moyens de collecte des cellules en fin de culture (X 3 , X), X 5 ) ; 
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- le milieu frais et les facteurs de croissance sont introduits par filtra- 
tion frontale, au niveau du collecteur d'entree 13 ; 

- les conduits d'evacuation de milieu use (moyens 12) peuvent etre 
associes a des reservoirs appropries (R u ) et sont remis en circulation (boucle fermee 

5 Bl). 

Le fonctionnement de tels bioreacteurs est le suivant : 
Apres programmation de la temperature, du pH, et du debit des gaz 
et des reactifs, on inocule une quantite appropriee de cellules dans la chambre de cul- 
ture cellulaire X et Ton regule le debit des reactifs provenant des differents reservoirs 
10 (Ri...Rn) par les moyens d'apport (10\ 10) vers le collecteur 13. On surveille : 

- le debit de milieu frais, de maniere a ce qu'il soit module, en fonc- 
tion des cellules a cultiver et du stade d'avancement de la culture (variation de la 
vitesse de renouvellement du flux de milieu, dont la composition varie en fonction du 
temps) ainsi que 

15 - les parametres precises ci-dessus (temperature, pH, densite cellu- 

laire et concentrations en O2 et en CO2). 

Simultanement, les cellules sont alimentees en oxygene et en gaz 
carbonique par l'intermediaire des capillaires C, repartis uniformement dans la chambre 
de culture cellulaire (espace delimite par les parois interieures constitutes les tamis 

20 microniques d'extremite, a partir d'une arrivee gazeuse Ge). Les capillaires diffusent le 
gaz de i'interieur de chaque capillaire vers les cellules mais s'opposent a la diffusion de 
liquide a Tinterieur desdits capillaires. La sortie Gs des gaz permet egalement l'eva- 
cuation du CO2 produit par les cellules en culture. La sortie de gaz Gs permet d'eva- 

cuer 1'oxygene et le gaz carbonique non utilises. 
25 Un tel bioreacteur d'un volume qui peut varier de 1 cm 3 a 10 1, 

permet de realiser des cultures en continu. 

Dans une realisation preferee mais non limitative dudit bioreacteur : 
. les capillaires C d'alimentation en fluides gazeux, sont sous la forme 
d'une pluralite de tuyaux permeables aux gaz espaces regulierement dans la chambre 
30 cellulaire X, d'un diametre de 2,6 mm dans la realisation representee, et sont situes 
dans P ensemble de la chambre de culture cellulaire X. 
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On inocule dans Ie dispositif sterile, par exemple et ce de maniere non 
limitative, des cellules de cordon (10 6 cellules/ml de milieu, a la vitesse de 0,5 ml/min.). 

Le milieu frais a composition modulable est ensuite introduit par la 
tubulure d'entree 10 vers le collecteur 13, avec un debit variable d'alimentation compris 
5 entre 1 et 6 volume-chambre/j. 

Les cellules produites sont recuperees de preference entre le 8*"° et le 

21*™ jour. 

Les cellules obtenues peuvent avantageusement etre utilisees dans 
toutes les applications de ces cellules (greffes, production de types cellulaires particu- 
10 liers). 

Lorsque le bioreacteur prevoit que le milieu frais est introduit par 
filtration tangentielle (figure 2), il comprend outre les moyens tels que definis a la 
figure 1, des tubes T d'alimentation en milieu frais, par exemple d'un diametre de 1 cm, 
qui sont rigides , ces tubes sont dans la realisation representee a la figure 2, et de 
15 maniere non limitative, en graphite compacte recouvert d'une couche sensible permet- 
tant le controle du diametre des pores et ont ete prealablement sterilises ; dans ce cas : 

. un premier sous-ensemble de capillaires C assurent le passage des 
fluides gazeux et sont disposes entre le tamis Mi et une nappe de tubes T, paralleles 

entre eux et qui assurent le passage du milieu nutritif frais vers les cellules, 
20 . un second tamis micronique M^qui assure le confinement des 

cellules dans la chambre X, a l'autre extremite de Iadite chambre est associe a un 
deuxieme sous-ensemble de capillaires C, dispose entre le tamis M2 et la nappe de 
tubes T. 

Les tubes T peuvent eventuellement etre montes en parallele entre 
25 deux collecteurs alimentes suivant un circuit en boucle fermee incluant une tubulure 
d'entree d'apport du milieu nutritionnel frais et une tubulure de sortie dudit milieu frais 
a recycler, lesquelles tubulures sont reliees entre elles par une canalisation (figure 2, 
B2). 

Dans la realisation illustree a la figure 2 : 
30 - les capillaires C sont, dans le meme plan, perpendiculaires aux tubes 

T et sont disposes en deux sous-ensembles, de part et d'autre de la nappe de tubes T ; 
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- en amont de Tentree gazeuse Ge, on peut trouver un filtre sterile ; 

- la chambre de culture cellulaire X est associee a un dispositif de 
regulation de la temperature, a des moyens d'injection des cellules hematopoietiques 
(X 2 , Xi) et a des moyens de collecte des cellules en fin de culture (X 3 , X4, X 5 ) ; 

5 - les conduits d'evacuation de milieu use (moyens 12) peuvent etre 

associes a des reservoirs appropries. 
EXEMPLE 1 : 

* Materiel et methodes. 

- Separation des cellules issues du sang de cordon : 

10 40 ml de sang de cordon sont recueillis a la maternite dans des 

poches prevues a cet effet (poches Macopharma ref. MSA 1200 A). La poche est mani- 
pulee dans les 2 heures suivant le recueil. Le sang est dilue volume a volume dans du 
PBS sans Ca~ ni Mg* (Gibco), centrifuge en tube de 15 ml a 1 300 g pendant 10 min. 
Le buffy coat (« galette » de leucocytes totaux) est aspire a la pipette pasteur, puis 

15 resuspendu dans du milieu d'Iscove modifie par Dulbecco (IMDM, Gibco). La viabilite 
des cellules est determinee par exclusion au bleu trypan (Gibco). Les cellules sont 
ajustees a 2.10 7 cellules/ml en IMDM et maintenues a +4°C jusqu'a la congelation. Le 
milieu de congelation, contenant 80 % de serum de veau foetal (SVF) et 20 % de 
DMSO (dimethylsulfoxyde, Sigma D2650), est lui aussi refrigere a +4°C avant son uti- 

20 lisation. Ce melange est depose goutte a goutte sur les cellules du buffy coat. Les 
cellules sont alors transvasees dans des cryotubes et maintenues a -80°C jusqu'a utili- 
sation. 

La decongelation des cellules s'opere rapidement par immersion du 
cryotube dans un bain-marie a 39°C. Les cellules decongelees sont immediatement 
25 diluees au 1/20 dans un melange d'IMDM + 10 % SVF et lavees une fois a ^4°C. Les 
cellules sont resuspendues en IMDM + 0,5 % BSA (serum albumine bovine, Sigma 
A4503) et la viabilite des cellules est determinee. 

- Cultures liquides : 

Les cellules sont suspendues a 10 6 cellules/ml dans un milieu de base 
30 defini sans serum (SF) contenant 10 mg/ml d'acide folique (F7876, Sigma), 2,6 mM de 
L-glutamine (Gibco), 1,5 U/ml d'heparine (Fournier), 10" 6 M d'hemisuccinate 
d' hydrocortisone (H4881, Sigma), 40 U/ml de penicilline et 40 mg/ml de streptomycine 
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(Gibco). Le milieu est supplement^ par 5 mg/ml de BSA, 150 mg/ml de transferrine 
humaine saturee en fer (T7786, Sigma), 100 mg/ml d'insuline recombinante humaine 
(10259, Sigma), 30 mg/ml de lecithine de soja (P3782, Sigma) et 7,5 mg/ml de choles- 
terol (C3045, Sigma). 

Le milieu defini sans serum est supplement^ par 100 ng/ml de Stem 
Cell Factor (SCF, Immunex), 100 ng/ml de ligand de FLT3 (ligand pour le recepteur 
de la thyrosine kinase Flat-/flak2) (FLT3-I, Immunex), 5 ng/ml d'IL3 (Sandoz), 10 
ng/ml d'IL6 (Sandoz), 10 ng/ml de G-CSF (Shugai Rhone Poulenc) et 0,5 U/ml 
d'erythropoletine (Epo, Behring). 

- Ensemencement des Bio-Reacteurs fBR) : 

a ) Preparation des BR : 

Avant utilisation, les BR montes (circuit de tubulures, chambres 
d'incubation et flacon de recueil) sont autoclaves 30 min a 1 bar puis laisses quelques 
heures a temperature ambiante pour assurer leur descente en temperature. 

Afin d'eliminer Pair residant dans le montage, le circuit de tubulures 
des BR est alors purge avec le milieu SF complet contenant les cytokines. 

b) Ensemencement : 

3,6 10 6 cellules de huffy coat decongele du sang de cordon sont 
ajustees a 10 6 cellules/ml. Les cellules sont injectees dans la chambre d'incubation des 
BR (volume de la chambre 3,6 ml) a Paide d'un moyen d' ensemencement, a la vitesse 
de 0,5 ml/min. Les BR ensemences sont ensuite installes dans une etuve a 37°C alimen- 
tee en C0 2 a 5 %. 

La ventilation des cellules est assuree a Faide d'un compresseur aspi- 
rant directement Tatmosphere de l'etuve. Des moyens d'apport du milieu de culture 
frais, des moyens d'apport des differents facteurs de croissance, ainsi que des moyens 
de regulation dissocies et sequentiels des flux de milieu de culture frais et de facteurs 
de croissance (pompes Pl-Pn) permettent d'assurer aux cellules, une alimentation 
modulee en milieu. Pour Pexperience, 2 BR sont ensemences, Tun (BR1) dont le debit 
sera constant pendant les 14 jours de la culture, c'est-a-dire : 3,6 ml/j soit 1 volume- 
chambre/j, Pautre (BR2) dont le debit variera de 1 a 4 vol-ch/j. 
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A partir du 5eme jour de la culture une numeration cellulaire des BR 
est effectuee sur un aliquot quotidiennement ; le debit du BR2 etant ajuste en fonction 
de 1'expansion cellulaire a concurrence de 4 vol-ch/j. 

Parallelement, un temoin de culture en condition statique est initie en 
plaque 6-puits a raison de 1,8 10 6 cellules/1,8 ml. L'entretien du temoin est assure a J6 
par adjonction de 1,8 ml de milieu complet fraichement prepare contenant les cyto- 
kines. 

Au jour 14 de la culture, les cellules des BR et du temoin sont 
recueillies en totalite et lavees en PBS. La viabilite des cellules est determinee. Sur 
chaque echantillon, la morphologie des cellules est evaluee par une cytologic sur lame 
coloree au May Grtinwald Giemsa. Les progeniteurs granulo-macrophagiques (CFU- 
GM) et erythroides (BFU-E) sont plantes a partir des differents echantillons. Les CFU- 
GM et BFU-E sont plantes en methyl-cellulose (Sigma) stimulee par 50 ng/ml de SCF, 
10 ng/ml d'IL3, 3 U/ml d'Epo, 20 ng/ml de GM-CSF et de G-CSF. La lecture des 
colonies s'effectue apres 14 jours d'incubation a 37°C sous 5 % CO2 2 500 
cellules/boite sont plantees a JO de la culture et de 2 000 a 3.10 4 cellules a J14 en fonc- 
tion du nombre de cellules obtenues a J 14. 

- Expression des resultats : 

Les resultats sont exprimes en « fois d' expansion par rapport au JO 
de la culture ». Pour cela, le nombre de cellules ou de progeniteurs obtenus au 14eme 
jour de la culture liquide est divise par le nombre de cellules ou progeniteurs generes au 
depart de 1' experience. 

* Resultats : 

La numeration journaliere sur des aliquots a partir du J5 des BR1 et 
BR2 permet de suivre la cinetique d' expansion cellulaire sans qu'il soit necessaire de 
« condamner » un BR uniquement a cet effet. A J14, la numeration de Faliquot est 
doublee par une numeration effectuee sur la totalite des cellules recuperees. Apres la 
chute drastique des cellules au cours de la premiere semaine dans les BR 
(comportement similaire dans le temoin), la production cellulaire reaugmente peu a peu 
a partir du J9 de la culture. L' augmentation du debit dans le BR2 accentue la 
production cellulaire (figure 3). Celle-ci est 2,7 fois plus importante dans le BR a debit 
variable (BR2) comparativement au BR a debit constant (BR1). 11 est interessant de 
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constater que la production cellulaire du sang de cordon decongele puis mis en culture 
en condition statique aboutit, elle, a une perte de 75 % des cellules par rapport au 
niveau initial, contrairement au BR2 (figure 4A). 

La figure 4B montre que P expansion des progeniteurs granulo- 
5 macrophagiques (CFU-GM) varie de 4 a 5 fois par comparison a JO, par consequent, 
Pamplification des cellules matures obtenues dans le BR2 (figure 4A) ne s'est pas 
operee au detriment du compartiment hematopoi'etique plus immature a savoir les 
CFU-GM. 

Cette experience illustre le fait que des cellules du sang de cordon 
10 non purifiees (puisqu'il s'agit de globules blancs totaux), congelees a -80°C pendant 3 
mois et mises en culture 14 jours en presence d'un substitut de serum supplemente en 
cytokines dans un BR a debit constant sont capables d' assurer une production cellulaire 
2,4 fois plus importante qu'en condition statique. Comparativement au temoin, cette 
production cellulaire peut-etre amplifiee de plus de 6 fois lorsque le debit du BR 
15 augmente. De plus, P expansion de cellules matures permet parallelement une produc- 
tion reelle des progeniteurs CFU-GM (4 fois, comparativement au niveau initial). 

Ainsi que cela ressort de ce qui precede, P invention ne se limite 
nullement a ceux de ses modes de mise en oeuvre, de realisation et d'application qui 
viennent d'etre decrits de fa<?on plus explicite ; elle en embrasse au contraire toutes les 
20 variantes qui peuvent venir a Pesprit du technicien en la matiere, sans s'ecarter du 
cadre, ni de la portee, de la presente invention. 
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REVINDICATIONS 
1°) Dispositif de culture cellulaire ou bioreacteur pour T amplification 
en milieu sterile de cellules hematopoietiques, du type comprenant une chambre de 
culture cellulaire (X), delimitee par une enceinte et dans laquelle les cellules a amplifier 
5 sont confinees, lequel dispositif est caracterise : 

* en ce que ladite chambre de culture cellulaire comprend au moins 
une paroi interieure constitute par un tamis micronique (Mi) assurant le confinement 
des cellules en suspension dans un milieu de culture liquide et permettant la sortie du 
milieu use, lequel tamis micronique (Mi) presente un diametre de pores compris entre 
10 0,1 et 2 |im, et constitue au moins la paroi interieure aval de la chambre de culture 
cellulaire, 

- en ce qu'elle inclut un ensemble de capillaires (C) a paroi permeable 
aux gaz, disposes a intervalle sensiblement egaux pour former un/plusieurs sous- 
ensembles a distribution homogene pour les echanges gazeux avec les cellules, et 

15 * en ce que ladite chambre de culture cellulaire comport e, en outre : 

- un collect eur d'entree (13) de milieu de culture qui coopere avec 
des moyens d'apport du milieu de culture frais (Ri...Rn ; 10, 10'), des moyens d'apport 
de difFerents facteurs de croissance et des moyens de regulation (Pi...P n ) dissocies et 
sequentiels des flux de milieu de culture frais et de facteurs de croissance, le moyen de 

20 regulation du flux de milieu frais permettant d'obtenir un debit variable de milieu de 
culture compris entre 0 et 50 volumes-chambre/jour et un collecteur de sortie (14) du 
milieu de culture, qui cooperent avec des moyens de mise sous pression, ainsi que 

- des moyens d'ensemencement (XI, X2) des cellules a amplifier et 

- des moyens de collecte (X3) des cellules amplifiees. 

25 2°) Dispositif selon la revendication 1, caracterise en ce que ledit 

milieu de culture frais est apporte a la chambre de culture cellulaire par filtration 
frontale. 

3°) Dispositif selon la revendication 1, caracterise en ce que ledit 
milieu de culture est apporte a la chambre de culture cellulaire par filtration tangen- 
30 tielle, au moyen d'une nappe de tubes (T) a paroi permeable au milieu nutritionnel frais, 
rigides et de diametre compris entre 1 mm et 20 mm, montes en parallele entre ledit 
collecteur d'entree (13) et ledit collecteur de sortie (14), lesdits tubes (T) etant montes 
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dans un circuit en boucle fermee et parcourus chacun de bout en bout par un debit de 
milieu nutritionnel frais plusieurs fois superieur a celui traversant sa paroi, pour 
maintenir une pression entrainant une perte de charge, lorsque le milieu frais traverse 
les parois des tubes, superieur a 10 mbars. 
5 4°) Dispositif selon la revendication 3, caracterise en ce que le debit 

du milieu parcourant chaque tube (T) correspond a une vitesse d'ecoulement comprise 
entre 0,1 et 1 dm/s, qui garantit la filtration tangentielle du milieu frais a travers la paroi 
desdits tubes. 

5°) Dispositif selon la revendication 3 ou la revendication 4, caracte- 
10 rise en ce que l'ensemble de capillaires (C) sont disposes a intervalle sensiblement 
egaux pour former, de Fun et/ou de Pautre cote de la nappe de tubes (T), un/plusieurs 
sous-ensembles. 

6°) Dispositif selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
caracterise en ce qu'il comprend en outre un systeme de mesure optique (15) pour 
15 suivre en continu la densite cellulaire. 

7°) Dispositif selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
caracterise en ce qu'il inclut en outre un circuit en boucle fermee (Bl) de recyclage du 
milieu use. 

8°) Procede d'amplification de cellules hematopoietiques en milieu 
20 sterile, caracterise en ce qu'il comprend : 

- la separation des cellules hematopoietiques, notamment a partir de 
sang de cordon, de moelle osseuse ou de sang peripherique, 

- la mise en suspension desdites cellules dans un milieu de culture 
convenable, pour obtenir 1 0 3 a 1 0 7 cellules hematopoietiques/ml, 

25 - Finjection de ladite suspension, a une vitesse n'endommageant pas 

lesdites cellules, dans un dispositif selon Tune quelconque des revendications 1 a 7, 
alimente simultanement avec des gaz convenables (O2 et CO2), un milieu de culture 
liquide frais et des facteurs de croissance, de maniere a ce que le debit de milieu de 
culture frais soit compris entre 0 et 50 volumes-chambre/jour, de preference entre 0 et 

30 6 volumes-chambre/jour et a ce que le flux de facteurs de croissance soit dissocie et 
sequentiel par rapport au flux de milieu de culture liquide frais, 
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- la culture desdites cellules pendant 6 a 28 jours a 37°C en 
atmosphere enrichie en CO2 et appauvrie en O2 et 

- la collecte des cellules en fin de culture. 

9°) Utilisation d'un bioreacteur comprenant une chambre de culture 
5 cellulaire (X) delimitee par une enceinte et comprenant au moins une paroi interieure 
sous la forme d'un tamis micronique (Mi) assurant le confinement des cellules en 
milieu liquide et permettant la sortie du milieu de culture use, lequel tamis micronique 
(Mi) presente un diametre de pores compris entre 0,1 et 2 Jim et constitue au moins la 
paroi interieure aval de la chambre de culture cellulaire, qui inclut un ensemble de 

10 capillaires (C) a paroi permeables aux gaz, disposes a intervalle sensiblement egaux 
pour former un/plusieurs sous-ensembles a distribution homogene pour les echanges 
gazeux avec les cellules, un collecteur d'entree (13) de milieu de culture qui coopere 
avec des moyens d'apport du milieu de culture liquide frais, des moyens d'apport de 
differents factcurs de croissance et des moyens de regulation dissocies et sequentiels 

15 des flux de milieu de culture frais et de facteurs de croissance (Ri...R„ ; Pi...P n ; 10 ; 
10'), le moyen de regulation du flux de milieu frais permettant d'obtenir un debit 
variable de milieu de culture compris entre 0 et 50 volumes-chambres/jour, de prefe- 
rence entre 0 et 6 volurnes-chambre/jour et un collecteur de sortie (14) du milieu de 
culture, qui cooperent avec des moyens de mise sous pression, ainsi que des moyens 

20 d'ensemencement (XI ; X2) et des moyens de collecte (X3) des cellules, pour 
P amplification en milieu sterile de cellules hematopoietiques 

10°) Kit de culture a usage unique pour Pamplification de cellules 
hematopoietiques, caracterise en ce qu'il comprend un dispositif selon Tune 
quelconque des revendications 1 a 7. 

25 11°) Appareil de culture pour Pamplification de cellules hematopoie- 

tiques, caracterise en ce qu'il comprend : 

- un dispositif selon Pune quelconque des revendications 1 a 7, asso- 
cie a des moyens de regulation des conditions de culture, 

- un systeme de controle-commande incluant des moyens de saisie et 
30 de stockage des donnees necessaires au controle dudit dispositif et notamment a la 

mise en service et a P arret des moyens d'apport de milieu de culture frais, des moyens 
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d'apport des differents facteurs de croissance et des moyens de regulation des flux, 
suivant une sequence predefinie et des moyens de regulation des conditions de culture, 

- une enceinte (E) thermostatee apte a recevoir ledit dispositif, et 

- des reservoirs de reactifs (Ri...R n ) disposes, dans des conteneurs 
5 refrigeres (reservoir de milieu de culture frais et reservoirs de facteurs de croissance) 

ou non (reservoir de milieu de culture use et reservoir de collecte des cellules en fin de 
culture). 
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